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Lokalisierter Zelltod in Pflanzen 

Die vorliegende Erfindung betrifft Nucleinsauremolekiile , die 
bei Expression in Pflanzen zur Erzeugung eines lokalisierten 
Zelltods fuhren, sowie Pf lanzenzellen und Pflanzen, die sei- 
che Nucleinsauremolekule enthalten . 

Pflanzen werden durchweg von verschiedensten Pathogenen at- 
tackiert. Ein besonderes Problem in bezug auf den Angriff 
von Pflanzen durch Pathogene entsteht bei der heutigen Form 
der Landwirtschaf t , die dadurch charakterisiert ist, daB 
aufgrund des groEf lachigen Anbaus von Monokulturen mittels 
ziichterischer Methoden eingebrachte Resistenzen relativ 
rasch durch Mutationen auf seiten der Schadlinge iiberkommen 
werden . 

Prinzipiell werden zwei Arten der Resistenz bei Pflanzen un- 
terschieden, die .vertikale und die horizontale Resistenz. 
Bei der vertikalen Resistenz handelt es sich in der Regel urn 
eine Gen- fur-Gen-Beziehung in dem Sinne, daiS einem bestimm- 
ten Avirulenzgen des Pathogens ein bestimmtes Resistenzgen 
der Pflanze gegeniibersteht . Dies bedeutet, daS die vertikale 
Resistenz in der Regel monogen ist und daher auch am 
leichtesten durchbrochen wird. Die horizontale Resistenz 
wird nicht monogen vererbt, sondern in der Regel durch eine 
Reihe von Loci bestimmt. Die horizontale Resistenz fuhrt zu 
keiner vollstandigen Resistenz, wie dies die vertikale Resi- 
stenz vermag, ist jedoch in der Regel, da viele Loci invol- 
viert sind, dauerhafter. 

Im Falle der vertikalen Resistenz, d.h. im Falle des Vorlie- 
gens eines Resistenzgens auf der Seite der Pflanze und eines 
Avirulenzgens auf der Seite des Pathogens, auSert sich die 
Resistenz in dem Auftreten von lokalen Nekrosen, die mit 
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einer hypersensitiven Reaktion seitens der Pflanze einherge- 
hen. 

Obwohl die hypersensitive Reaktion, die im folgenden als 
"HR" bezeichnet wird, in ihren Einzelheiten nicht vollstan- 
dig verstanden ist, ist es deutlich, daS die pflanzlichen 
Wirtszellen im Bereich der HR einen raschen Zelltod erlei- 
den. Zutn einen fiihrt dieser rasche Zelltod zum EinschluB and 
damit zur Lokalisierung des Pathogens, zum anderen ist davon 
auszugehen, dafi das Pathogen durch Radikale , die wahrend der 
HR entstehen, geschadigt wird. Darxiber hinaus fiihrt eine HR 
in vielen Fallen zum Phanomen der sogenannten systemisch er- 
worbenen Resistenz. Diese systemisch erworbene Resistenz 
wird allgemein nach der englischen Bezeichnung "systemic 
acquired resistance" als SAR bezeichnet. 

Die SAR stellt einen interessanten Spezialfall der pflanzli- 
chen Resistenz gegenuber Pathogenen dar . Kennzeichnend ist 
dabei, dafi eine Pflanze, die eine SAR aufgrund einer Infek- 
tion durch ein bestimmtes Pathogen aufweist, die erworbene 
Resistenz nicht nur gegenuber dem die SAR erzeugenden Patho- 
gen besitzt, sondem gegenuber einem sehr viel breiteren 
Spektrum von Pathogenen. 

Insofem ist die SAR eine sehr erstrebenswerte Reaktion der 
Pflanze, da sie in vielen Fallen in einer breiten Resistenz 
tnundet, welche einer horizontalen Resistenz nahekommt (vgl. 
z*B. Ryals et al . (1992) SEB Symposium 49, 205-229. 
Die Mechanismen, die zur Bildung der SAR fuhren, sind parti - 
ell verstanden- In vielen Fallen ist gezeigt worden, daS zur 
Ausbildung einer SAR eine lokale Nekrose von Zellen, verbun- 
den iriit einer HR notwendig ist. Eine Nekrose, die allein das 
Ergebnis einer Verwundung darstellt, oder aufgrund von ande- 
ren abiotischen Stressoren induziert wird, ist in der Regel 
nicht ausreichend zur Erzeugung einer SAR. Des weiteren ist 
gezeigt worden, daB in vielen Fallen die SAR mit einem er- 
h6hten Niveau an Salicylsaure korreliert (vgl, z.B. Menraux 
et al. (1990) Science 250, 1004-1006; Malamy et al . (1990) 
Science 250, 1002-1004) . Dies ist auch dadurch gezeigt wor- 
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den, daS exogene Salicylsaure , wenn sie zu nicht infizier- 
ten Pflanzen gegeben wird, eine SAR induzieren kann (vgl . 
z.B, White (1979) Virology 99, 410-412; Palva et al . (1994) 
Molecular Plant -Microb . Interactions 1, 356-363). Des weite- 
ren ist beobachtet worden, daB in transgenen Pflanzen, m 
denen liber die Expression einer balcreriellen Salicylai:- 
Hydroxylase die Salicylsauremenge verringert wurde, keine 
SAR ausgebildet werden kann (Gaffney et al . (1993) Science 
261, 754-756) . Die SAR kann auch durch eine Reihe von ande- 
ren Chemikalien, wie z.B. 2 , 6 -Dichlor- Isonicotinsaure indu- 
ziert werden (Uknes et al . (1992), The Plant Cell 4, 645- 
656) . 

In der Literatur sind bisher verschiedene Systeme beschrie- 
ben worden, die zu einem lokalisierten Zelltod fuhren. Bei- 
spiele dafur sind die Expression einer bakteriellen Ribo- 
nuclease in transgenen Pflanzen (Strittmatter et al . (1995) 
Biotechnology 13, 1085-1089). Ein weiteres System ist die 
gleichzeitige Expression von Resistenzgenen aus einer Wirts- 
pflanze und korrespondierenden Avirulenzgenen aus Pathogenen 
(WO 91/15585) . Ein spezifisches Beispiel ist die Expression 
des Avr9 -Gens aus dem Pilz Cladosporium fulvum und des Cf -9- 
Gens aus Tomate (WO 95/31564; fur eine Ubersicht vgl. auch 
de Witt (1992) Annual Review in Plant Pathology 30, 301-418, 
zur Benennung weiterer fiir eine solche Problemlosung in 
Frage kommender Avirulenz- und Resistenzgene) . In WO 
95/31564 wird in allgemeiner Art beschrieben, daS die 
Nucleotidseguenz oder -sequenzen, welche im Zusammenhang mit 
lokalisiertem Zelltod und der Erzeugung von SAR beschrieben 
werden, ein oder mehrere Gene umfassen konnen, wobei das 
spezifische Ausf uhrungsbeispiel das Resistenzgen Cf -9 und 
das Avirulenzgen Avr9 beschreibt . 

Als weitere Beispiele fiir die Verwendung einer Nucleotidse- 
guenz Oder die Kombination von Nucleotidsequenzen, die zu 
einer Pf lanzenzellennekrosis und einer SAR fuhren, werden in 
WO 95/31564 folgende mogliche Ansatze genannt : ein 
Ubiquitin-konjugierendes Enzym, das Gen- VI -Protein aus 
Cauliflower Mosaic Virus, ein virales Coat -Protein in 
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gleichzeitiger Gegenwart eines entsprechenden pf lanzlichen 
Resistenzgens , ein bakterielles Hairpin- Protein , das N'-Gen 
aus Tabak, das Kartof f elvirus-Hiillprotein und die avirulente 
Dominante, sowie verschiedene Resistenz- und Avirulenzgen- 
Kombinationen (z.B. Cf -2 aus Tomate und Avr2 aus C. fulvum, 
Cf -4 aus Tomate und Avr4 aus C. fulvum) . Des weiteren werden 
eine RNAse, das Diphtherietoxin sowie Protonenpumpen wie 
bakterielle Protonenpumpen genannt . 

Wie bereits oben beschrieben, ist die SAR ein sehr atrrakti- 
ves Resistenzphanomen. Das Problem besteht jedoch darin, daS 
die SAR ziichterisch bisher nicht behandelt werden konnte, da 
vermutlich zu viele Loci involviert und/oder die Genprodukte 
nicht bekannt sind. Es ist somit eine der Aufgaben der bio- 
technologischen Forschung, alternative Wege sowohl fur einen 
lokalisierten Zelltod als auch die damit haufig einherge- 
hende SAR aufzuzeigen, 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
Nucleinsauremolekule bereitzustellen , mit deren Hilfe in 
Pflanzen oder Pf lanzenzellen ein lokalisierter Zelltod und 
gegebenenf alls zusatzlich eine systemisch erworbene Resi- 
stenz (SAR) ausgelost werden konnen . Eine weitere Aufgabe 
der Erfindung besteht darin, Nucleinsauremolekule zu lie- 
fern, die dazu dienen konnen, in Pflanzen mannliche Sterili- 
tat zu erzeugen, Weitere Aufgaben der Erfindung ergeben sich 
aus der folgenden Beschreibung , 

Diese Aufgaben werden durch Bereitstellung der in den Pa- 
tentanspriichen charakterisierten Ausf iihrungsf ormen gelost . 

Es wurde xiberraschend gefunden, daS bestimmte Nucleinsaure- 
sequenzen gezielt zur Auslosung des lokalisierten Zelltods 
eingesetzt werden konnen, indem sie die Erzeugung eines Pro- 
teins Oder Proteinf ragments auslosen, dessen enzymatische 
Aktivitat den Zelltod bewirkt , Insbesondere konnte experi- 
mentell gezeigt werden, daS die Expression einer Nucleinsau- 
resequenz aus Erwinia amylovora, die eine sekretierte Form 
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einer Levansucrase codiert, in Pflanzen zur Ausbildung einer 
HR fiihrt, die des weiteren mit dem Auftrecen einer SAR ge- 
koppelt sein kann . 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsauremole - 
kiile, die Proteine oder Fragmente davon codieren, die bei 
Expression zum Absterben der Zelle fiihren. In einer bevor- 
zugten Ausf iihrungsf orm handelt es sich bei den erf indungsge - 
maSen Nucleinsauremolekiilen urn Nucleinsauremolekule , die 
Proteine mit der biologischen Aktivitat einer Fructosyl- 
transferase oder eines biologisch aktiven Fragments davon 
codieren. In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
handelt es sich bei der Nucleinsauresequenz um eine Nuclein- 
sauresequenz , die Proteine mit der biologischen Aktivitat 
einer Levansucrase oder eines biologisch aktiven Fragments 
davon codiert, insbesondere einer sekretierten Levansucrase. 
Biologisch aktives Fragment bedeutet im Zusammenhang mit 
dieser Erfindung, daS die vermittelte biologische Aktivitat 
zur Erzeugung eines Zelltods ausreicht . 

Nucleinsauresequenzen, die Proteine mit der enzymaitschen 
Aktivitat einer Levansucrase codieren, sind aus verschie- 
denen Organismen beschrieben worden, so z.B. aus. Bacillus 
amyloliquefaciens (Tang et al . (1990) Gene 96, 89-93), Ba- 
cillus subtilis (Fonet et al . (1984) Biochem. Biophys . Res. 
Commun. 119, 795-800) , Erwinia amylovora (Geier und Geider 
(1993) Physiol. Mol . Plant Pathol. 42, 387-404; DE-Al 
42 27 061) . 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm umfaBt ein 
erf indungsgemafies Nucleinsauremolekvil die im Beispiel 1 be- 
nannte codierende Region aus Erwinia amylovora. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsauremo- 
lekule, deren codierende Regionen sich aufgrund der Degene- 
ration des genetischen Codes von Sequenzen der oben genann- 
ten Nucleinsauremolekule unterscheiden und die ein Protein 
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Oder ein Fragment davon codieren, dafS die biologische Akti- 
vitat einer Levansucrase aufweist, insbesonder einer sekre- 
tierten Levansucrase . 

Bei der Nucleinsauresequenz , die ein Protein mit der biolo- 
gischen Aktivitat einer Levansucrase codiert oder ein biolo- 
gisch aktives Fragment davon, kann es sich auch urn Sequenzen 
handeln, die mit einem der oben beschriebenen Nucleinsaure- 
molekule hybridisieren . Der Begriff biologisch aktive Frag- 
mente bezieht sich auf Fragmente, die das Absterben der 
Pf lanzenzelle bewirken konnen . Der Begriff "Hybridisierung" 
bedeutet im Rahmen dieser Erfindung eine Hybridisierung un- 
ter konventionellen Hybridisierungsbedingungen , vorzugsweise 
unter stiringenten Bedingungen, wie sie beispielsweise in 
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, New York, beschrieben sind. 
Nucleinsauresequenzen, die mit den obengenannten Molekiilen 
hybridisieren, konnen z*B. aus genomischen oder aus cDNA-Bi- 
bliotheken isoliert werden. 

Die Identif izierung und Isolierung derartiger Nucleinsaure- 
sequenzen kann dabei unter Verwendung der oben beschriebenen 
bekannten Nucleinsauremolekule oder Telle dieser Molekule 
bzw. der reversen Komplemente dieser Molekule erfolgen, z.B. 
mittels Hybridisierung nach Standardverf ahren (siehe z.B. 
Sambrook et al., a.a.O,). 

Als Hybridisierungssonde konnen z.B. Nucleinsauremolekule 
verwendet werden, die exakt oder im wesent lichen die oben 
aufgefuhrten Nucleotidsequenzen oder Telle dieser Sequenzen 
aufweisen. Bei den als Hybridisierungssonde verwendeten 
Fragmenten kann es sich auch um synthetische Fragmente han- 
deln, die mit Hilfe der gangigen Synthesetechniken herge- 
stellt wurden und deren Sequenz im wesentlichen mit der 
eines bekannten Levansucrase -codierenden Nucleinsauremole- 
kuls libereinstimmt . Hat man Gene identif iziert und isoliert, 
die mit den bekannten Nucleinsauresequenzen hybridisieren, 
ist eine Bestimmung der Sequenz und eine Analyse der Eigen- 
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schaften der von dieser Sequenz codierten Proteine erforder- 
lich. Hierzu stehen dem Fachmann eine Reihe von molekular- 
biologischen, biochemischen und biotechnologischen Standard- 
verfahren zur Verfiigung. 

Die mit den bekannten Nucleinsauremolekulen hybridisierenden 
Molekiile umfassen auch Fragmente, Derivate und allelische 
Variant en der oben beschriebenen DNA-Molekiile , die eine 
Levansucrase codieren oder ein biologisch, d.h. enzymat isch 
aktives Fragment davon . Unter Fragmenten werden dabei Teile 
der Nucleinsauremolekiile verstanden, die lang genug sind, um 
ein Polypeptid mit der enzymat ischen Aktivitat einer Levan- 
sucrase Oder einer vergleichbaren enzymatischen Aktivitat, 
die lokalisierten Zelltod bedingt, zu codieren. Der Ausdruck 
Derivat bedeutet in diesem Zusammenhang, daS die Sequenzen 
dieser Molekiile sich von den Sequenzen der oben beschriebe- 
nen Nucleinsauremolekule an einer oder mehreren Positionen 
unterscheiden und einen hohen Grad an Homologie zu diesen 
Sequenzen aufweisen. Homologie bedeutet dabei eine Sequenz- 
identitat von mindestens 40 %, insbesondere eine Identitat 
von mindestens 60 vorzugsweise iiber 80 % und besonders 

bevorzugt uber 90 %. Die Abweichungen zu den oben beschrie- 
benen Nucleinsauremolekulen konnen dabei durch Deletion, Ad- 
dition, Substitution, Insertion oder Rekombination entstan- 
den sein. 

Homologie bedeutet ferner, daS funktionelle und/oder struk- 
turelle Aquivalenz zwischen den betreffenden Nucleinsauremo- 
lekulen oder den durch sie codierten Proteinen besteht . Bei 
den Nucleinsauremolekulen, die homolog zu den oben beschrie- 
benen Molekiilen sind und Derivate dieser Molekule darstel- 
len, handelt es sich in der Regel um Variationen dieser Mo- 
lekule, die Modif ikationen darstellen, die dieselbe biologi- 
sche Funktion ausuben. Es kann sich dabei sowohl um naturli- 
cherweise auftretende Variationen handeln, beispielsweise um 
Sequenzen aus anderen Organismen, oder um Mutationen, wobei 
diese Modif ikationen auf natiirliche Weise aufgetreten sein 
konnen oder durch gezielte Mutagenese eingefuhrt wurden. 
Ferner kann es sich bei den Variationen um synthetisch her- 
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gestellte Sequenzen handeln . Bei den allelischen Varianten 
kann es sich sowohl um natiirlich auftretende als auch um 
synthetisch hergestellte oder durch rekombinante DNA-Techni- 
ken erzeugte Varianten handeln. 

Die von den verschiedenen Varianten der Nucleinsauremolekule 
codierten Proteine weisen bestimmte gemeinsame Charakteri- 
stika auf , Dazu konnen z.B. Enzymaktivitat , Molekularge- 
wicht; immunologische Reaktivitat, Konf ormat ion etc. geho- 
ren. Weitere gemeinsame Charakteristika konnen physikalische 
Eigenschaf ten wie z.B. das Lauf verbal ten in Gelelektrophore- 
sen, chromatographisches Verbal ten. Sediment a t ionskoeffizi - 
enten, Loslichkeit, spektroskopiscbe Eigenscbaf ten , Stabili- 
tat, pH-Optimum, Temperatur-Optimum etc. darstellen. Des 
weiteren konnen natiirlich die Produkte der von den Proteinen 
katalysierten Reaktionen gemeinsame oder ahnliche Merkmale 
auf weisen. Insbesondere weisen die von den Nucleinsaurese- 
quenzen codierten Proteine Levansucrase-Aktivitat auf. 
Der Nachweis der enzymatischen Aktivitat der Levansucrase 
kann beispielsweise durcb den Nachweis der Bildung von Levan 
erfolgen {vgl, Ebskamp et al . (1994) Bio/Technology 12, 272- 
275) . Dieser Nachweis berubt darauf , daS sich ein Protein 
mit einer Levansucrase-Aktivitat nachweisen lafit, wenn Pro- 
teinextrakte mit Saccharose inkubiert werden und das sich 
bildende Levan als Polyfructan mit Fructose-spezif ischen 
Agent ien nachgewiesen wird. Es ist gleichfalls moglich, 
durch Shot-Gun-Expression in z.B. E. coli bei Kultivierung 
auf Saccharose-haltigem Medium Levan als Polymer in situ bei 
Verwendung von Replikaplatten nachzuweisen . 

Die erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekule konnen beliebige 
Nucleinsauremolekule sein, insbesondere DNA- oder RJSTA-Mole- 
kule, beispielsweise cDNA, genomische DNA, mRNA etc. Sie 
konnen naturlich vorkommende oder durch gentechnische oder 
chemische Syntheseverf abren hergestellte Molekule sein. 

Erf indungsgemaS sind die Nucleinsauremolekule der vorliegen- 
den Erfindung mit regulatorischen Elementen verknupft, die 
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die Transkription und Translation in der Pf lanzenzelle ge- 
wahrleisten. Durch die Berei tstellung der erf indungsgemaSen 
Nucleinsauremolekiile besteht nun die Moglichkeit, pflansli- 
che Zellen mittels gentechnologischer Methoden dahingehend 
zu verandern, daS sie eine, einen lokalen Zelltod bewirkende 
enzymatische Aktivitat aufweisen. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht darin, daS der 
lokale Zelltod in Pflanzen unter Verwendung der erfindungs- 
gemaSen Nucleinsauremolekiile gegebenenf alls gezielt ausge- 
lost werden kann. Fiir den genannten Promotor kommt daher im 
Prinzip jeder in den fur die Transformation gewahlten Pflan- 
zen funktionale Promotor in Betracht, der die Bedingung er- 
fullt, daS die von ihm regulierte Expression zu einer loka- 
lisierten Nekrose fiihrt und die Pflanze nicht zu grofiflachig 
zum Absterben bringt . Besonders sinnvoll erscheinen hierfiir 
Promotoren, die spezifisch bei Befall durch Pathogene lokal 
induziert werden. Dabei schlieSt der Begriff Pathogen im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung Pilze^ Bakterien, Viren, 
Insekten sowie Nematoden ein. Solche Promotoren sind bekannt 
und in der Literatur beschrieben, vgl . z.B. Martini et al . 
(1993) Molecular and General Genetics 236, 179-186, Oder WO 
94/17194. Wenn solche Promotoren nicht bekannt sind, so ist 
das Konzept zur Isolierung solcher Promotoren dem Fachmann 
bekannt- Dabei wird in einem ersten Schritt aus einem Ge- 
webe, welches von einem bestimmten Pathogen befallen ist, 
die poly (a)"*" RNA isoliert und eine cDNA-Bank angelegt . In 
einem zweiten Schritt werden mit Hilfe von cDNA-Clonen, die 
auf poly (A) ^ RNA-Molekulen aus einem nicht-inf izierten Ge- 
webe basieren, aus der ersten Bank mittels Hybridisierung 
diejenigen Clone identif iziert , deren korrespondierende 
poly (A) RNA-Molekiile lediglich bei Befall durch das Patho- 
gen induziert werden. AnschlieSend werden mit Hilfe dieser 
so identif izierten cDNA's Promotoren isoliert, die sodann 
fur die Expression der hier beschriebenen codierenden 
Nucleinsauresequenzen verwendet werden konnen. In einer be- 
vorzugten Ausf uhrungsf orm steht die Nucleinsaureseguenz , die 
die den lokalen Zelltod verantwortliche enzymatische Aktivi- 
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tat codiert, daher unter der Kontrolle eines pathogen-indu- 
zierten Promoters, In einer besonders bevorzugten Ausgestal- 
tung liegt die Nucleinsauresequenz in Kombination mit dem 
prpl-l-Promotor aus Kartoffel vor . 

Weitere bevorzugte Ausf iihrungsf ormen umfassen die Kombina- 
tion der fur den Zelltod verantwort lichen Nucleinsaurese- 
quenz mit in Pflanzen aktiven gewebe- oder entwicklungsspe- 
zifischen Promotoren . Besonders bevorzugt ist ein Nuclein- 
sauremolekiil , in dem die codierende Nucleinsauresequenz 
unter Kontrolle eines antheren- oder tapetumspezif ischen 
Promoters steht, 

Eine Alternative zur Erreichung des Ziels, daS die Pflanze 
in vielen Bereichen aufgrund der Expression der erfindungs- 
gemaSen Nucleinsauremolekiile einen lokalisierten Zelltod 
aufweist, besteht darin, einen konstitutiven Promoter zu 
verwenden, diesen Promoter aber von der codierenden Sequenz 
der erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekiile durch die Inser- 
tion eines transposablen Elements (Transposon) zu trennen. 
Von Transposons ist bekannt, daS sie in somatischen Geweben 
exzisieren. Seiche Exzisionen fCihren dazu, daiS Promoter und 
codierende Sequenz in direkten Kontakt gebracht werden und 
fiihren somit zur Bildung der fur den lokalisierten Zelltod 
verantwortlichen enzymatischen Aktivitat. Transposons sind 
in der Literatur beschrieben und cloniert und stehen in rei- 
cher Auswahl zur Verfugung, wie z,B. Ac/Ds (Aktivator/Dis- 
seziation-Transpesonf amilie) , En/Spm aus Mais (Enhancer/Sup- 
pressor-mutator-Transposonf amilie ; vgl . During and Sarlinger 
(1986) Ann. Rev. Genet. 20, 175 fur eine Ubersicht) . 

Die Verwendung der erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekiile 
zur Erzeugung eines lokalen Zelltodes kann neben der be- 
schriebenen Anwendung zur Erzeugung einer systemisch erwor- 
benen Resistenz (SAR) gegeniiber Pathogenen und somit zur Er- 
zeugung von Pflanzen, die sich durch eine erhohte Krank- 
heitsresistenz auszeichnen, auch zur Erzeugung von mannlich 
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sterilen Pflanzen genutzt werden. Mannlich sterile Pflanzen 
spielen in der Pf lanzenzuchtung , insbesondere in der Hybrid- 
zuchtung, eine bedeutende Rolle. Zu diesem Zweck wird die 
fur die den Zelltod verursachende enzymat ische Aktivitat co- 
dierende Nucleinsauresequenz mit einem antheren- oder tape- 
tumspezischen Promotor gekoppelte. Beispiele fiir solche Pro- 
motoren werden z.B. in W092/13956 und W092/13957 genannt . 
Dies fiihrt zum Absterben der Antheren und damit zur Unter- 
bindung der Pollenbildung . Ein Restorer-Gen, das mit der er- 
f indungsgemaSen Nucleinsauresequenz gemeinsam verwendet wer- 
den kann, wurde die den Zelltod bewirkende enzymatische Ak- 
tivitat unterdrucken . So wurde z.B. bei der Verwendung der 
eine Levansucrase codierenden Region die Bildung des Pro- 
dukts, dies bedeutet des Levans , durch eine gleichzeit ige 
Expression einer Levanase im Zellraum beeinfluEt werden. Al- 
ternativ wiirde die Expression eines entsprechenden Anti- 
sense-Konstrukts die den lokalisierten Zelltod verursachende 
enzymatische Aktivitat aufgrund einer Antisense-Suppression 
beeinf lussen. Ebenso konnte die Expression der erf indungsge- 
maSen Nucleinsauremolekule und damit die daraus resultie- 
rende zelltotende Aktivitat durch das Phanomen der Cosup- 
pression durch das zusatzliche Einbringen von sense-Kon- 
strukten in die Pf lanzenzelle beeinfluSt werden. 

Des weiteren. konnen die erf indungsgemaSen Nucleinsaurese- 
quenzen zusammen mit Promotoren verwendet werden, die in 
Pflanzen durch abiot ische Stimuli, wie z.B. Chemikalien, 
Ozon, UV-Strahlung, extreme Temperaturen, Trockenheit, Salz 
induziert werden. Beispiele fiir solche Promotoren finden 
sich in der Literatur, so z.B. in Williams et al . (1992) 
Biotechnology 10, 540. 

Es besteht grundsatzlich die Moglichkeit , daS die fur den 
lokalen Zelltod verantwortliche enzymatische Aktivitat in 
jedem beliebigen Kompartiment der pflanzlichen Zelle lokali- 
siert sein kann . In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird 
die Form des Proteins, oder eines Fragments davon gewahlt. 
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die im extrazellularen Raum, d.h. im Apoplast , lokalisiert 
ist , In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird die 
codierende Sequenz der Levansucrase verwendet, wie sie aus 
Erwinia amylovora isoliert worden ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm enthalt das 
erf indungsgemalSe Nucleinsauremolekul ein Terminations signal 
fiir die Termination der Transkript ion und die Addition eines 
Poly-A-Schwanzes an das entsprechende Transkript. Derartige 
Terminationssignale sind bekannt und sind beliebig gegenein- 
ander austauschbar . Ein Beispiel fiir eine solche Sequenz isc 
das Terminationssignal des Octopin-Synthase-Gens von Agro- 
bacterium tumef aciens . 

Gegebenenf alls konnen die Nucleinsauresequenzen der Erfin- 
dung durch Enhancer-Sequenzen oder andere regulatorische Se- 
quenzen erganzt sein. Diese regulatorischen Sequenzen umfas- 
sen z.B. auch Signalsequenzen, die fiir den Transport des 
Genprodukts zu einem bestimmten Kompartiment sorgen, Vor- 
zugsweise umfaSt ein erf indungsgemafies Nucleinsauremolekul 
eine Nucleotidsequenz , die eine die Sekretion des Proteins 
gewahrleistende Aminosauresequenz codiert . 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Vektoren, insbe- 
sondere Plasmide, Cosmide, Viren Bakteriophagen und andere 
in der Gentechnik gangige Vektoren, die die oben beschriebe- 
nen erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekiile enthalten und ge- 
gebenenfalls fur den Transfer der erf indungsgemaSen Nuclein- 
sauremolekule in Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen eingesetzt 
werden konnen . 

Ebenso betrifft die Erfindung Wirtszellen, die mit einem er- 
f indungsgemaSen Nucleinsauremolekul oder Vektor gentechnisch 
modifiziert sind. Dieses konnen prokaryont ische als auch 
eukaryontische Zellen sein. Insbesondere konnen es Mikroor- 
ganismen sein, wie Bakterien, Viren, Pilze, die die erf in- 
dungsgemaSen Nucleinsauresequenzen enthalten, d.h. Mikroor- 
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ganismen, die mit einem erf indungsgemaSen Nucleinsauremole - 
kul genetisch modifiziert sind. Ferner konnen es auch tie- 
rische Zellen sein. 

Durch die Bereitstellung der erf indungsgemaBen Nucleinsaure - 
molekule besteht nun die Moglichkeit, pflanzliche Zellen 
mittels gentechnischer Methoden dahingehend zu verandern, 
dafi sie im Vergleich zu Wildtypzellen eine neue enzymatische 
Aktivitat aufweisen, und es als Folge davon in Pflanzen, die 
derartige Zellen enthalten, zu einem lokalen Zelltod kommen 
kann . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm handelt es sich daher 
bei den erf indungsgemaSen Wirtszellen um pflanzliche Zellen, 
die aufgrund der Gegenwart und Expression eines zusatzlich 
eingefuhrten erf indungsgemafien Nucleinsauremolekuls im Ver- 
gleich 2u nicht-transf ormierten Zellen eine enzymatische Ak- 
tivitat aufweisen, die fur einen lokalen Zelltod verantwort- 
lich ist . In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
handelt es sich um transgene pflanzliche Zellen, die eine 
Levansucrase exprimieren unter der Kontrolle eines pathogen- 
spezif ischen Promptors . 

Das erf indungsgemaSe Nucleinsauremolekiil kann dabei stabil 
in das Genom der Pf lanzenzelle integriert sein. Alternativ 
kann das Nucleinsauremolekul , das die den Zelltod bedingende 
enzymatische Aktivitat codiert, als selbstreplizierendes 
System in die Zelle eingebracht werden. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls transgene Pflanzen, 
die die oben beschriebenen erf indungsgemaSen transgenen 
Pf lanzenzellen, in denen die Nucleinsauremolekule integriert 
in das pflanzliche Genom vorliegen, enthalten. Ebenfalls Ge- 
genstand der Erfindung sind Pflanzen, in deren Zellen ein 
erf indungsgemaSes Nucleinsauremolekiil in selbstreplizieren- 
der Form vorliegt, d.h. die Pf lanzenzelle enthalt die fremde 
DNA auf einem eigenstandigen Nucleinsauremolekiil. 
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Bei den Pflanzen, die mit den erf indungsgemaSen Nucleinsau- 
remolekiilen transf ormiert sind and in denen aufgrund der 
Einfuhrung eines solchen Molekuls ein fur einen lokalisier- 
ten Zelltod verantwort liches Protein synthet isiert wird, 
kann es sich im Prinzip um jede beliebige Pflanze handeln. 
Vorzugsweise ist es eine monokotyle oder dikotyle Nutz- 
pflanze. Beispiele fiir monokotyle Pflanzen sind die Pflan- 
zen, die zu den Gattungen Avena (Hafer) , Triticum (Weizen) , 
Secale (Roggen) , Hordeum (Gerste) , Oryza (Reis) , Panicum, 
Pennisetum, Setaria, Sorghum (Hirse) , Zea (Mais) gehoren . 
Bei den dicotylen Nutzpflanzen sind u.a. zu nennen Baum- 
wolle, Lieguminosen, wie Hiilsenf riichte und insbesondere 
Alfalfa, Sojabohne, Raps, Tomate, Zuckerrube, Kartoffel, 
Zierpf lanzen, Baume. Weitere Nutzpflanzen konnen Obst {ins- 
besondere Apfel, Birnen, Kirschen, Weintrauben, Citrus, Ana- 
nas und Bananen) , Olpalmen, Tee-, Kakao- und Kaffeestrau- 
cher, Tabak, Sisal sowie bei Heilpflanzen Rauwolfia und Di- 
gitalis sein. Besonders bevorzugt sind die Getreide^ Weizen, 
Roggen, Hafer, Gerste, Reis, Mais und Hirse, Zuckerriibe, 
Raps, Soja, Tomate und Kartof f el . 

Gegenstand der Erfindung ist ferner Vermehrungsmaterial von 
erf indungsgemaSen Pflanzen, beispielsweise Samen, Fruchte, 
Stecklinge, Knollen, Wurzelstocke etc., wobei dieses Vermeh- 
rungsmaterial oben beschriebene transgene Pf lanzenzellen 
enthalt. Ebenso betrifft die vorliegende Erfindung Telle der 
erf indungsgemaSen Pflanzen, wie z.B. Protoplasten, Pflanzen- 
zelle und Kalli, die erf indungsgemaSe Nucleinsauremolekiile 
enthalten , 

Die Erfindung betrifft ebenfalls Pflanzen, die aufgrund der 
Expression der erf indungsgemalSen Nucleinsauremolekule eine 
im Vergleich zu Pflanzen, die die Nucleinsauremolekule nicht 
enthalten, erhohte Salicylsaurekonzentration aufweisen. Wel- 
ter betrifft die Erfindung Pflanzen, die sich im Vergleich 
zu Pflanzen, die die erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekule 



BNSDCXiD: <WO 9745547A2_L> 



wo 97/45547 



15 



PCT/EP97/02749 



nicht enthalten, durch eine erhohte Krankheicsresistenz aus- 
zeichnen . 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm handelc es 
sich um Pflanzen, die aufgrund der Expression eines Levan- 
sucrase-Gens aus E. amylovora einen lokalen Zelltod zeigen, 
der gegebenenf alls mit der Auspragung einer SAR einhergeht . 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls Pflanzen, die 
durch die Expression eines erf indungsgemafien Nucleinsauremo- 
lekuls mannlich steril sind. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, 
mit dessen Hilfe die Erzeugung von Pflanzen, die einen loka- 
lisierten Zelltod zeigen und die gegebenenf alls zusatzlich 
durch den Erwerb einer SAR gekennzeichnet sind, sowie von 
Pflanzen, die aufgrund des lokalisierten Zelltods mannlich 
steril sind, moglich ist . 

Zur Erzeugung solcher Pflanzen bieten sich verschiedene Me- 
thoden an. Zum einen konnen Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen mit 
Hilfe hermommlicher gentechnologischer Trans format ionsmet ho - 
den derart verandert werden, daS ein erf indungsgemaSes 
Nucleinsauremolekiil in das pflanzliche Genom integriert 
wird, d.h. daS stabile Transf ormanten erzeugt werden. Zum 
anderen kann ein erf indungsgemaSes Nucleinsauremolekiil , des- 
sen Expression in der Pf lanzenzelle das Absterben der Zelle 
bewirkt, in der Pf lanzenzelle bzw. der Pflanze als selbstre- 
plizierendes System enthalten sein. So konnen die erfin- 
dungsgemaSen Nucleinsauremolekiile z.B. in einem Virus ent- 
halten sein, mit dem die Pflanze bzw. Pf lanzenzelle in Kon- 
takt kommt . 

Erf indungsgemaS werden Pf lanzenzellen , die aufgrund der Ex- 
pression eines erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekuls eine 
einen Zelltod bewirkende Aktivitat besitzen, durch ein Ver- 
fahren hergestellt, das folgende Schritte umf alSt : 
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(a) Herstellung einer Expressionskasset te , die folgende Se- 
quenzen umf alSt : 

- einen Promotor, der die Transkript ion in pflanzlichen 
Zellen gewahrleis tet ; 

- mindestens eine Nucleinsauresequenz , die ein Protein 
Oder ein Fragment davon codiert, dessen enzymat ische 
Aktivitat in Pflanzen einen lokalisierten Zelltod be- 
wirkt, wobei die Nucleinsauresequenz in sense-Orien- 
tierung an das 3 ' -Ende des Promotors gekoppelt ist; 
und 

- gegebenenf alls ein Terminationssignal fiir die Termina- 
tion der Transkription und die Addition eines poly-A- 
Schwanzes an das entsprechende Transkript, das an das 
3 ' -Ende der codierenden Region gekoppelt ist . 

(b) Transformation pflanzlicher Zellen mit der in Schritt 
(a) hergestellten Expressionskassette . 

(c) Regeneration transgener Pflanzen und gegebenenf alls die 
Vermehrung der Pflanzen. 

Alternativ konnen ein oder mehrere erf indungsgemafie Nuclein- 
sauremolekiile als selbstreplizierendes System in die Pflan- 
zenzelle bzw, Pflanze eingebracht werden. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls die Verwendung eines 
pathogen- spezifischen Promotors, insbesondere des prpl-1- 
Promotors zur Erzeugung von Pflanzen, bei denen ein lokali- 
sierter Zelltod auftritt und/oder die mindestens ein fiir 
eine systemisch erworbene Resistenz typisches Merkmal 
und/oder erhohte Krankheitsresistenz im Vergleich zu Wild- 
typ-Pflanzen aufweisen. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung von Nuclein- 
sauresequenzen, die ein Protein mit der enzymatischen Akti- 
vitat einer Levansucrase codieren, zur Erzeugung von Pflan- 
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zen, die sich durch einen lokalisierten Zelltod auszeichnen, 
sowie zur Erzeugung eines lokalisierten Zelltods in Pflan- 
zen. Ebenso betrifft die vorliegende Erfindung die Verwen- 
dung derartiger Nucleinsauresequenzen zur Erzeugung einer 
systemisch erworbenen Resistenz bei Pflanzen, zur Erhohung 
der Salicylsaure-Konzentration in Pflanzen und/oder zur Er- 
hohung der Krankheitsresistenz in Pflanzen. 

Weiter betrifft die Erfindung die Verwendung eines Proteins 
mit der enzymat ischen Aktivitat einer Levansucrase , um in 
Pflanzen einen lokalisierten Zelltod hervorzuruf en . 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenso die Verwendung von 
Nucleinsauresequenzen, die Proteine mit der biologischen Ak- 
tivitat einer Levansucrase codieren, oder solcher Proteine, 
zur Erzeugung von mannlicher Sterilitat in Pflanzen. 

Die vorliegende Erfindung umfaSt somit jede mogliche Form 
des Einsatzes der erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekule , 
deren Expression in Pflanzen das Absterben von Zellen be- 
wirkt, sowie des Einsatzes der erf indungsgemaSen Proteine 
Oder Fragmente davon, deren enzymatische Aktivitat den Zell- 
tod herbeif lihren . 

Zur Vorbereitung der Einfiihrung fremder Gene in hohere 
Pflanzen stehen eine groEe Anzahl von Clonierungsvektoren 
zur Verfiigung, die ein Replikationssignal for E. coli und 
ein Markergen zur Selektion transf ormierter Bakterienzellen 
enthalten. Beispiele fur derartige Vektoren sind pBR322, 
pUC-Serien, M13mp-Serien, paCYC184 usw. Die gewunschte Se- 
quenz kann an einer passenden Restriktionsschnittstelle in 
den Vektor eingefiihrt werden . Das erhaltene Plasmid wird fiir 
die Transformation von E. coli-Zellen verwendet. Transf or- 
mierte E. coli-Zellen werden in einem geeigneten Medium ge- 
zuchtet und anschlieSend geerntet und lysiert. Das Plasmid 
wird wiedergewonnen . Als Analysemethode zur Charakterisie- 
rung der gewonnenen Plasmid-DNA werden im allgemeinen Re- 
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striktionsanalysen, Gelelektrophoresen und weitere bioche- 
misch-molekularbiologische Methoden eingesetzt . Nach jeder 
Manipulation kann die Plasmid-DNA gespalten werden und die 
gewonnenen DNA- Fragment e konnen mit anderen DNA-Sequenzen 
verkniipft werden. Jede Plasmid-DNA-Sequenz kann in den glei- 
chen Oder anderen Plasmiden cloniert werden. 

Ftir die Einfiihrung von DNA in eine pflanzliche Wirtszelle 
stehen eine Vielzahl bekannter Techniken zur Verfiigung, wo- 
bei der Fachmann die jeweils geeignete Methode ohne Schwie- 
rigkeiten ermitteln kann. Diese Techniken umfassen die 
Transformation pflanzlicher Zellen mit T-DNA unter Verwen- 
dung von Agrobacterium tumefaciens Oder Agrobacterium rhizo- 
genes als Transf ormationsmittel , die Fusion von Protopla- 
sten, den direkten Gentransfer isolierter DNA in Protopla- 
st en, die Elektroporation von DNA, die Einbringung von DNA 
mittels der biolistischen Methode sowie weitere Moglichkei- 
ten. Alternativ konnen die erf indungsgemafien Nucleinsauremo- 
lekiile, z.B. uber eine virale Infektion, als selbstreplizie- 
rendes System ohne nachfolgende Integration in das pflanzli- 
che Genom in die Zellen eingebracht werden. 

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pflanzen- 
zellen werden per se keine speziellen Anf orderungen an die 
verwendeten Plasmide gestellt. Ahnliches gilt fur den direk- 
ten Gentransfer. Es konnen einfache Plasmide wie z.B, pUC- 
Derivate verwendet werden. Sollen aber aus derartig trans- 
formierten Zellen ganze Pflanzen regeneriert werden, so 
sollte ein selekt ierbares Markergen anwesend sein. Dem Fach- 
mann sind die gangigen Selekt ionsmarker bekannt und es 
stellt fur ihn kein Problem dar, einen geeigneten Marker 
auszuwahlen . 

Je nach Einf uhrungsmethode eines Gens in die Pf lanzenzelle 
konnen gebebenenf alls weitere DNA-Sequenzen erforderlich 
sein. Werden z.B. fiir die Transformation der Pf lanzenzelle 
das Ti- Oder Ri-Plasmid verwendet, so sollte mindestens die 
rechte Begrenzung, haufig jedoch die rechte und linke Be- 
grenzung der im Ti- und Ri-Plasmid enthaltenen T-DNA als 
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Flankenbereich mit den einzuf iihrenden Genen verbunden wer- 
den , 

Warden fiir die Transformation Agrobakterien verwendet, 
sollte die einzuf uhrende DNA in spezielle Plasmide cloniert 
werden, und zwar entweder in einen intermediaren oder in 
einen binaren Vektor. Die intermediaren Vektoren konnen auf- 
grund von Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA 
sind, durch homologe Rekombinat ion in das Ti- oder Ri-Plas- 
mid der Agrobakterien integriert warden. Dieses enthalt 
auBerdem die fiir den Transfer der T-DNA notwendige vir -Re- 
gion. Intermediare Vektoren konnen nicht in Agrobakterien 
replizieren. Mittels eines Half erplasmids kann der interme- 
diare Vektor auf Agrobacterium tumefaciens iibertragen werden 
(Kon jugation) . Binare Vektoren konnen sowohl in E. coli als 
auch in Agrobakterien replizieren, Sie enthalten ein Selek- 
tionsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, welche von 
der rechten und linken T-DNA-Grenzregion eingerahmt werden. 
Sie konnen direkt in die Agrobakterien transf ormiert werden 
(Holsters et al . (1978) Molecular and General Genetics 163, 
181-187) . Das als Wirtszelle dienende Agrobacterium sollte 
ein Plasmid, das eine vir-Region tragt, enthalten. Die vir - 
Region ist in der Regel fur den Transfer der T-DNA in die 
Pf lanzenzelle notwendig. Zusatzliche T-DNA kann vorhanden 
sein . 

Das derartig transf ormierte Agrobakterium wird zur Transfor- 
mation von Pf lanzenzellen verwendet . 

Die Verwendung von T-DNA fiir die Transformation von Pf lan- 
zenzellen ist intensiv untersucht und ausreichend in EP 12 0 
515; Hoekema in: The Binary Plant Vector System, 
Of f setdrokkeri j Kanters B.V., Alblasserdam (1985) Chapter V; 
Fraley et al . (1993) Crit . Rev, Plant. Sci. 4, 1-46 und An 
et al. (1985) EMBO J. 4, 277-287 beschrieben worden . 
Fiir den Transfer der DNA in die Pf lanzenzelle konnen Pflan- 
zenexplantate zweckmaSigerweise mit Agrobacterium tumefa- 
ciens oder Agrobacterium rhizogenes kultiviert werden, Aus 
dem infizierten Pf lanzenmaterial (z,B. Blattstiickei Stengel- 
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segmente, Wurzeln, aber auch Protoplasten oder Suspensions- 
kultivierte Pf lanzenzellen) konnen dann in einem geeigneten 
Medium, welches Antibiotika oder Biozide zur Selektion 
transf ormierter Zellen enthalten kann, wieder ganze Pflanzen 
regeneriert werden. Die Regeneration der Pflanzen erfolgt 
nach iiblichen Regenerat ionsmethoden unter Verwendung bekann- 
ter Nahrmedien. Die so erhaltenen Pflanzen konnen dann auf 
Anwesenheit der eingefiihrten DNA untersucht werden. Andere 
Moglichkeiten der Einfuhrung fremder DNA unter Verwendung 
des biolostischen Verfahrens oder durch Protoplasten-Trans - 
formation sind bekannt (vgl. z.B. Willmitzer L. (1993) 
Transgenic Plants, in: Biotechnology, A Multi-Volume 
Comprehensive Treatise (H.J. Rehm, G. Reed, A. Pvihler, P. 
Stadler, eds . , Vol. 2, 627-659, V.C.H. Weinheim - New York - 
Basel - Cambridge) . 

Wahrend die Transformation dikotyler Pflanzen uber Ti-Plas- 
mid-Vektorsysteme mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens 
wohl etabliert ist, weisen neuere Arbeiten darauf hin, dafi 
auch monokotyle Pflanzen der Agrobakterien- vermittelten 
Transformation mittels Agrobacterium- basierender Vektoren 
sehr wohl zuganglich sind (Chan et al. (1993) Plant Mol . 
Biol, 22, 491-506; Hiei et al . (1994) Plant J. 6, 271-282; 
Deng et al . (1990) Science in China 33, 28-34 ; Wilmink et 
al. (1992) Plant Cell Reports 11, 76-80; May et al . (1995) 
Bio/Technology 13, 486-492; Conner und Domiss (1992) Int. J. 
Plant Sci. 153, 550-555; Ritchie et al . (1993) Transgenic 
Res. 2, 252-265) . 

Alternative Systeme zur Tansf ormation von monokotylen Pflan- 
zen sind die Transf ormationen mittels des biolistischen An- 
satzes (Wan und Lemaux (1994) Plant Physiol. 104, 37-48; 
Vasil et al . (1993) Bio/Technology 11, 1553-1558; Ritala et 
al. (1994) Plant Mol. Biol. 24, 317-325; Spencer et al . 
(1990) Theor. Appl . Genet. 79, 625-631), die Protoplasten- 
Transf ormation, die Elektroporat ion von partiell permeabili- 
sierten Zellen, die Einbringung von DNA mittels Glasfasern. 
Spezifisch die Transformation von Mais wird in der Literatur 
verschiedentlich beschrieben (vgl. z.B. WO 95/06128; EP 0 
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513 849; EP 0 465 875; Fromm et al . (1990) Biotechnology 8, 
833-844; Gordon-Kamm et al . (1990) Plant Cell 2, 603-618/ 
Koziel et al . (1993) Biotechnology 11, 194-200). In EP 292 
435 wird ein Verfahren beschrieben, mit Hilfe dessen, ausge- 
hend von einem schleimlosen , weichen (friable) granulosen 
Mais-Kallus, fertile Pflanzen erhalten werden konnen . 
Shillito et al. ((1989) Bio/Technology 7; 581) haben in die- 
sem Zusammenhang beobachtet, daB es ferner fiir die Regene- 
rierbarkeit zu fertilen Pflanzen notwendig ist, von Kallus- 
Suspensionskulturen auszugehen, aus denen eine sich teilende 
Protoplastenkultur mit der Fahigkeit zu Pflanzen zu regene- 
rieren, herstellbar ist. Nach einer in vitro Kultivierungs - 
zeit von sieben bis acht Monaten erhalten Shillito et al . 
Pflanzen mit lebensf ahigen Nachkommen, die jedoch Abnormali- 
taten in der Morphologie und der Reproduktion aufweisen. 
Prioli und Sondahl ((1989) Bio/Technology 7, 589) beschrei- 
ben die Regeneration und die Gewinnung fertiler Pflanzen aus 
Mais-Protoplasten, der Cateto-Mais- Inzucht linie Cat 100-1. 
Die Autoren vermuten, daE die Protoplasten-Regeneration zu 
fertilen Pflanzen von einer Anzahl verschiedener Faktoren, 
wie z.B. vom Genotyp, vom physiologischen Zustand der Donor- 
Zellen und von den Kult ivierungsbedingungen , abhangig ist . 
Auch die erfolgreiche Transformation anderer Getreidearten 
wurde bereits beschrieben, z.B. fiir Gerste (Wan und Lemaux, 
a,a.O.; Ritala et al . , a,a.O.) und fiir Weizen (Nehra et al . 
(1994) Plant J. 5, 285-297). 

Ist die eingefiihrte DNA einmal im Genom der Pf lanzenzelle 
integriert, so ist sie dort in der Regel stabil und bleibt 
auch in den Nachkommen der ursprvinglich transf ormierten 
Zelle erhalten. Sie enthalt normalerweise einen Selektions- 
marker, der den transf ormierten Pf lanzenzellen Resistenz ge- 
gentiber einem Biozid oder einem Antibiotikum wie Kanamycin, 
G418, Bleomycin, Hygromycin, Methotrexat, Glyphosat, Strep- 
tomycin, Sulf onyl-Harnstof f , Gentamycin oder Phosphinotricin 
u.a. vermittelt. Der individuell gewahlte Marker sollte da- 
her die Selektion transf ormierter Zellen gegenuber Zellen, 
denen die eingefiihrte DNA fehlt, gestatten. 
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Die transf ormierten Zellen wachsen innerhalb der Pflanze in 
der iiblichen Weise (siehe auch McCormick et al . (1986) Plant 
Cell Reports 5, 81-84). Die result ierenden Pflanzen konnen 
normal angezogen werden und mit Pflanzen, die die gleiche 
transf ormierte Erbanlage oder andere Erbanlagen besitzen, 
gekreuzt werden. Die daraus entstehenden hybriden Individuen 
haben die entsprechenden phanotypischen Eigenschaf ten . Von 
den Pflanzen konnen Samen gewonnen werden. 

Es sollten zwei oder mehrere Generationen angezogen werden, 
um sicherzustellen, daS das phanotypische Merkmal stabil 
beibehalten und vererbt wird. Auch sollten Samen geerntet 
werden, um sicherzustellen, daS der entsprechende Phanotyp 
Oder andere Eigenarten erhalten geblieben sind, 
Ebenso konnen nach ublichen Methoden transgene Linien be- 
st immt werden, die fur die neuen Nucleinsauremolekule homo- 
zygot sind und ihr phanotypisches Verhalten hinsichtlich ei- 
nes lokalisierten Zelltods und/oder einer SAR und/oder er- 
hohter Krankhei tsresistenz und/oder mannlicher Sterilitat 
untersucht und mit dem von hemizygoten Linien verglichen 
werden . 

Figur 1: zeigt das Auftreten nekrotischer Bereiche in 
transgenen Tabakpf lanzen , die mit dem Konstrukt 
LssB transf ormiert worden sind. 

Figur 2: zeigt die Menge an Salicylsaure in transgenen Ta- 
bakpflanzen (1-5) im Vergleich zu Wildtyp-Pf lanzen 
(6-7) . 



Figur 3: zeigt das Ergebnis eines Northern Blot-Experi- 
ments. Zur Analyse wurden jeweils 30 fig polyCA)"^- 
mRNA aus verschiedenen transgenen Tabakpf lanzen 
(Spur 1-5) und zwei nicht-transf ormierten Tabak- 
pf lanzen (Spur 6-7) verwendet. Als Sonde wurde 
eine cDNA des PR-l-l-Gens verwendet. 
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Die nachf olgenden Beispiele dienen der Erlauterung der Er- 
f indung . 

In den Beispielen warden die f olgenden Methoden verwendet : 

1 . Clonierungsverf ahren : 

Fur die Clonierung in E. coli wurde der Vektor 
pBluescript II SK (Stratagene) verwendet. 

2 . Bakterienstamme : 

Fiir den Bluescript -Vektor und die Lss8 -Konstrukte wurde 
der E, coli-Stamm DHSalpha (Bethesda Research 
Laboratories, Gaithersburgh, USA) verwendet, 

3. Transformation von Kartoffeln: 

Zehn kleine, mit dem Skalpell verwundete Blatter einer 
Kartof f elsterilkultur (Solanum tuberosum L. cv . Desiree) 
wurden in 10 ml MS-Medium (Murashige und Skoog (1962) 
Physiol. Plant. 15, 473) mit 2 % Saccharose gelegt, wel- 
ches 50 ^1 einer unter Selektion gewachsenen Agrobacte- 
rium tumef aciens-Ubernachtkultur enthielt . Nach 3-5- 
minutigem, leichtem Schiitteln erfolgte eine weitere In- 
kubation fiir zwei Tage im Dunkeln. Daraufhin wurden die 
Blatter zur Kallus- Induktion auf MS-Medium mit 1,6 % 
Glucose, 5 mg/1 Naphthylessigsaure , 0,2 mg/1 Benzylami- 
nopurin, 250 mg/1 Claforan, 50 mg/1 Kanamycin und 0,8 % 
Bacto-Agar gelegt. Nach einwochiger Inkubation bei 25°C 
und 3 000 Lux wurden die Blatter zur SproBinduktion auf 
MS-Medium mit 1,6 % Glucose, 1,4 mg/1 Zeatinribose , 20 
^g/1 Naphthylessigsaure, 20 ^g/l Giberellinsaure , 250 
mg/1 Claforan, 50 mg/1 Kanamycin und 0,8 % Bacto-Agar 
gelegt . 

4 . Transformation von Tabakpf lanzen und Regeneration intak- 
ter Pflanzen: 

Eine Ubernachtkultur des entsprechenden Agrobacterium 
tumef aciens-Clons wurde fiir drei Minuten bei 6500 rpm 
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abzentrif ugiert , und die Bakterien wurden in YEB-Medium 
resuspendiert . Tabakblatter einer Tabaksterilkultur 
(Nicotiana Tabacum cv . Samsun NN) wurden in kleine, ca . 
1 cm2 groSe Stucke zerschnitten und in der Bakteriensus - 
pension gebadet . Die Blattstucke wurden anschliefiend auf 
MS -Medium (0,7 % Agar) gelegt und zwei Tage im Dunkeln 
inkubiert. Anschliefiend wurden die Blattstucke zur 
Sprofiinduktion auf MS-Medium (0,7 % Agar) mit 1,6 % Glu- 
cose, 1 mg/1 6-Benzylaminopurin, 0,2 mg/1 Naphthylessig- 
saure, 500 mg/1 Claforan und 50 mg/1 Kanamycin gelegt. 
Das Medium wurde alle sieben bis 10 Tage gewechselt . 
Wenn sich Sprosse entwickelt batten, wurden die Blatt- 
stucke in GlasgefaSe, die dasselbe Medium enthielten, 
uberfiihrt. Entstehende Sprosse wurden abgeschnitten und 
auf MS-Medium mit 2 % Saccharose und 250 mg/1 Claforan 
gegeben und aus ihnen ganze Pflanzen regeneriert . 

5. RNA-Extraktion und Northern Blot-Experimente : RNA wurde 
aus gefrorenem Pf lanzenmaterial isoliert, wie beschrie- 
ben in Logemann et al . (1987) Anal. Biochem. 163, 21-26. 
Die RNA wurde in 40 % Formamid denaturiert , AnschlieSend 
wurde die .RNA gelelektrophoretisch auf Formalde- 
hyd/Agarose-Gelen aufgetrennt und nach dem Gellauf auf 
Nylonmembranen (Hybond N; Amersham, UK) geblottet . Die 
Hybridisierung gegen eine radioaktiv-markierte DNA-Sonde 
erfolgte nach Standardmethoden (z,B. Sambrook et al, 
a.a.O. ) . 

6 . Pf lanzenhaltung ; 

Kartof f elpf lanzen (Solanum tuberosum) wurden im Gewachs- 
haus bei 60 % Luf tf euchtigkeit und 22"^C fur 16 Stunden 
im Licht und 15 °C fur 8 Stunden in Dunkelheit gehalten. 
Tabakpf lanzen (Nicotiana tabacum) wurden im Gewachshaus 
bei 60 % Luf tfeuchtigkeit und 25°C fur 14 Stunden im 
Licht und 20 °C fur 10 Stunden in Dunkelheit gehalten. 
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7. Best itnmung von Salicylsauregehalten : 

2ur Bestimmung des Gehaltes an Salicylsaure warden die 
Methoden, wie bei Yalpani et al . (1991) The Plant Cell 
3, 809-818 und Gaffney et al . (1993) Science 261, 754- 
756 beschrieben, eingesetzt . 

Beispiel 1 

Konstruktion eines ciiimaren Gens bestehend aus der codieren- 
den Region des Levansucrase-Gens aus Erwinia amylovora lond 
einer verkiirzten Promo torregion des prpl-l-Gens aus Solanum 
tuberosiojxi 

Zunachst wurde mit Hilfe der Restrikt ionsenzyme EcoRI und 
Xbal ein Fragment des prpl-l-Promotors , das die Nucleotide 
+31 bis -402 umfafit, aus dem Plasmid pBS42-l (Martini et al . 
(1993) Mol . Gen. Genetics 236, 179-186) herausgeschnit ten . 
Dieser EcoRI -Xbal -Promotorfragment wurde anschlieSend in den 
Vektor BINAR (Hofgen und Willmitzer (1992) Plant Science 87, 
45-54) ligiert, wobei aus dem Vektor BINAR durch Verwendung 
der gleichen Enzyme der CaMV 35S-Promotor herausgeschnitten 
wurde. Der entstandene binare Vektor enthalt somit die prpl- 
1- Promoter region und das Terminationssignal des Octopinsyn- 
thase-Gens (OCS) getrennt durch Restrikt ionsschnittstellen 
des pUClB-Polylinkers, der das Einfugen codierender Regionen 
und somit die Konstruktion entsprechender Expressionskasset - 
ten erlaubt , AnschlieSend wurde die codierende Region der 
Levansucrase mit Hilfe der Restrikt ionsenzyme Xbal und Sail 
aus dem Vektor pEa-LSK5 (Geier und Geider (1993) Physiol. 
Mol. Plant Pathology 42, 387-404) herausgeschnitten und in 
den analog geschnittenen, das prpl-l-Promotorf ragment ent- 
haltenden Vektor eingesetzt . Dieser als Lss8 bezeichnete 
Vektor wurde sodann in Agrobacterium tumefaciens transfor- 
miert und zur Transformation von Tabakpf lanzen und Kartof- 
felpflanzen eingesetzt. 
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Beispiel 2 

Analyse transgener Tabak- und Kartof f elpf lanzen , die den 
Vektor Lss8 enthalten 

Transgene Tabak- und Kartof f elpf lanzen warden wie oben be- 
schrieben transf ormiert , selekt ioniert und regeneriert . Nach 
Bewurzelung in Sterilkultur wurden ca . 50 unabhangige Trans- 
formanten im Gewachshaus in Erde uberf iihrt . 6 bis 8 Linien, 
die einen durch das Auftreten von nekrotischen Flecken ein- 
deutig gekennzeichneten Phanotyp aufwiesen, konnten identi- 
fiziert werden (siehe Figur 1) . Die Analyse dieser nekroti- 
schen Bereiche auf das Vorhandensein von Levan, nach der 
oben beschriebenen Methode, erbrachte eindeutig den Nachweis 
von Levan. Diese Pf lanzen, die Aufgrund der Expression des 
chimaren Genkonstrukts pLSS8 einen lokalisierten Zelltod 
aufwiesen, wurden sodann im Gewachshaus weiteren Analysen 
unterzogen . 

Beispiel 3 
Bestlmmxing des Sallcylsauregehalts 

Der Salicylsauregehalt verschiedener Transf ormanten wurde 
nach den oben angegebenen Methoden bestimmt . Wie aus Figur 2 
ersichtlich ist, weisen die transgenen Tabakpf lanzen, die 
sich durch einen lokalisierten Zelltod auszeichnen, eine um 
einen Faktor 2-8 hohere Salicylsauremenge im Vergleich zu 
Wildtyp-Pf lanzen auf . 

Beispiel 4 

Analyse der Expression von typischen PR-Proteinen 

Die systemisch erworbene Resistenz (SAR) ist durch die koor- 
dinierte Expression mehrerer Gene gekennzeichnet (Ward et 
al . (1991) The Plant Cell 3, 1085-1094). Zu den Genprodukten 
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dieser sogenannten SAR-Gene gehoren die PR-Proteine (Patho- 
genesis -related proteins) (vgl . Van Loon (1985) Plant Mol , 
Biol. 4, 111-116). Da ein Zusammenhang zwischen der Expres- 
sion der PR-Proteine und der Entstehung der SAR als gesi- 
chert gilt, kann die Expression typischer PR-Proteine als 
Indiz fur die Entstehung bzw. das Vorhandensein einer SAR 
herangezogen werden . Die Expression von PR-Proteinen in 
Pflanzen, die das chimare Lss8-Gen exprimieren, wurde mit- 
tels Northern Blot -Analyse untersucht . Wie in Figur 3 zu er- 
kennen ist, laEt sich sowohl in griinen als auch in den be- 
reits nekrotische Flecken aufweisenden Bereichen der Tabak- 
pflanzen, die Expression des homologen PRl-1-Gens nachwei- 
sen, wahrend dies in nicht - transf ormierten Kontrollpf lanzen 
nicht der Fall ist. 
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Patentanspruche 

1. Nucleinsauremolekul , bestehend aus den folgenden Be- 
standteilen, die in 5 ' - 3 * -Orient ierung miteinander ver- 
kniipft sind: 

(a) einem in Pflanzen f unkt ionsf ahigen Promotor ausge- 
wahlt aus: 

(i) einem pathogen- induzierten Promotor, oder 

(ii) einem in Pflanzen konstitutiv aktiven Promotor 
in Kombination mit einem transposablen Ele- 
ment, wobei das transposable Element den Pro- 
motor von der zu transkribierenden Nucleinsau- 
resequenz trennt; und 

(b) mindestens einer Nucleinsauresequenz , die ein Pro- 
tein mit der enzymat ischen Aktivitat einer Levan- 
sucrase codiert . 

2. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei der Promotor 
der prpl-1 -Promotor aus Solanum tuberosum ist. 

3. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
Nucleinsauresequenz eine Levansucrase aus Erwinia 
amylovora codiert . 

4. Nucleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
wobei die Nucleinsauresequenz eine Sequenz umfafit, die 
die Sekretion der Levansucrase gewahrleistet . 

5. Nucleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
das weiterhin ein Terminationssignal fiir die Termination 
der Transkription und die Addition eines poly-A-Schwan- 
zes an das entsprechende Transkript enthalt, wobei die- 
ses hinter der unter (b) genannten Nucleinsauresequenz 
angeordnet ist . 
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6. Nucleinsaurernolekiil nach Anspruch 5, wobei das Termina- 
tionssignal jenes des Octopin-Synthase-Gens aus Agrobac- 
terium tumef aciens ist . 

7. Nucleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
das zusatzliche Enhancer-Sequenzen enthalc. 

8 . Vektor enthaltend ein Nucleinsauremolekul nach einem der 
Anspriiche 1 bis 7. 

9. Wirtszelle enthaltend ein Nucleinsauremolekul nach einem 
der Anspriiche 1 bis 7 oder einen Vektor nach Anspruch 8 . 

10. Transgene Pf lanzenzelle , die genetisch modifiziert ist 
mit einem Nucleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 
bis 7 Oder mit einem Vektor nach Anspruch 8 . 

11. Pflanze enthaltend Pf lanzenzellen nach Anspruch 10. 

12. Pflanze nach Anspruch 11, die mindestens ein fiir eine 
systemisch erworbene Resistenz typisches Phanomen aus- 
pragt . 

13. Pflanze nach Anspruch 11 oder 12, die eine im Vergleich 
zu nicht transf ormierten Pflanzen erhohte Salicylsaure- 
Konzentration auf weist . 

14. Pflanze nach einem der Anspriiche 11 bis 13, die im Ver- 
gleich zu nicht- transf ormierten Pflanzen eine erhohte 
Krankheitsresistenz auf weisen . 

15. Verwendung einer Nucleinsauresequenz , die ein Polypeptid 
mit der enzymat ischen Aktivitat einer Levansucrase co- 
diert, zur Erzeugung eines lokalisierten Zelltods bei 
Pflanzen . 
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16. Verwendung einer Nucleinsauresequenz , die ein Polypeptid 
mit der enzymat ischen Aktivitat einer Levansucrase co- 
diert , zur Erzeugung einer systemisch erworbenen Resi- 
stenz bei Pflanzen. 

17. Verwendung einer Nucleinsauresequenz , die ein Polypeptid 
mit der enzymat ischen Aktivitat einer Levansucrase co- 
diert, zur Erhohung der Salicylsaure-Konzentration in 
Pflanzen . 

18. Verwendung einer Nucleinsauresequenz, die ein Polypeptid 
mit der enzymatischen Aktivitat einer Levansucrase co- 
diert, zur Erzeugung von Pflanzen mit erhohter Krank- 
heitsresistenz . 
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Fig. 1 
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Fig. 3 
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